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(54) UTILISATION D'UN INHIBITEUR DE 15-HYDROXY PROSTAGLANDINE DESHYDROGENASE POUR 
W FAVORISER LA PIGMENTATION DE LA PEAU OU DES PHANERES. 



(57) L'invention concerne I'utilisation d'au moins un inhibi- 
teur de la 15 hydroxy-prostaglandine dehydrogenase dans 
une composition ou pour la preparation d'une composition 
destinee a favoriser la pigmentation de la peau et/ou des 
phaneres. Elle concerne egalement des compositions con- 
tenant un tel inhibiteur et un procede cosmetique pour favo- 
riser la pigmentation de la peau, des poils et/ou des 
cheveux 
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La presente invention se rapporte a un procede cosmetique pour favoriser la 
pigmentation de la peau et/ou des phaneres, en particulier des cheveux et/ou des poils et 
a Putilisation d'inhibiteurs de 15 hydroxy-prostaglandine dehydrogenase dans des 
compositions destinees a lutter contre la canitie. 

La couleur des cheveux et de la peau humaine est fonction de differents facteurs et 
notamment des saisons de I'annee, de la race, du sexe et de I'age. Elle est 
principalement d<§terminee par la concentration de melanine produite par les 
melanocytes. Les melanocytes sont les cellules specialises qui par I'intermediaire 
d'organelles particuliers, les melanosomes, synth&isent la melanine. 

La synthese de la melanine ou melanogenese est complexe et fait intervenir 
sch6matiquement les principales 6tapes suivantes : 

Tyrosine — > Dopa — > Dopaquinone — > Dopachrome --> Melanine 

La tyrosinase (monophenol dihydroxyl phenylalanine : oxygen oxydoreductase EC 
1.14.18.1) intervient dans cette suite de reactions en catalysant notamment la reaction de 
transformation de la tyrosine en Dopa (dihydroxyphenylalanine) et la reaction de 
transformation de la Dopa en Dopaquinone. 

La partie superieure du follicule pileux se presente comme une invagination tubulaire de 
I'epiderme qui s'enfonce jusqu'aux couches profondes du derme. La partie inferieure, ou 
bulbe pileux, comporte elle-meme une invagination dans laquelle se trouve la papille 
dermique. On trouve, autour de la papille dermique, dans la partie inferieure du bulbe 
une zone peuplee de cellules a haut taux de proliferation (cellules de la matrice). Ces 
cellules sont les precureeurs des cellules keratinisees qui constitueront le cheveu. Les 
cellules qui resultent de la proliferation de ces precurseurs migrent verticalement dans le 
bulbe et se keratinisent progressivement dans la partie superieure du bulbe, cet 
ensemble de cellules keratinisees formera la tige pilaire. La pigmentation du cheveu et 
des poils requiert la presence de melanocytes au niveau du bulbe du follicule pileux. Ces 
melanocytes sont dans un etat actif, c'est-a-dire qu'ils synthetisent des melanines. Ces 
pigments sont transmis aux keratinocytes destines a former la tige pilaire ce qui conduira 
^ la pousse d'un cheveu ou d'un poil pigmente. Cette structure est appelee "unite 
folliculaire de pigmentation". 
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On sait que dans la plupart des populations la coloration brune de la peau et le maintien 

d'une coloration constante du cheveu sont des aspirations importantes. 

II est admis que I'apparition de poils et/ou de cheveux gris ou blancs, ou canitie, est 

associee a une diminution de melanine dans la tige pilaire. Ce phenomene survient 

naturellement au cours de la vie d'un individu. Toutefois, Tetre humain cherche a avoir un 

aspect plus jeune et dans un but esthetique, il est souvent tente de lutter contre ce 

phenomene, surtout lorsqull se produit a un age relativement precoce. 

On a ainsi propose de nombreuses solutions dans le domaine de la coloration artificielle 

par apport de colorants exogenes visant a donner aux cheveux une coloration la plus 

proche possible de ce qu'elle est naturellement. Une autre approche consiste a stimuler 

la voie naturelle de la pigmentation. 

Parmi ies solutions proposees, on peut citer des compositions contenant un inhibiteur de 
phosphodiesterases (W09517161), des fragments d'ADN (WO9501773), du diacyl 
glycerol (WO9404122), des prostaglandines (WO9511003) ou des derives de pyrimidine 
3-oxyde (EP829260). 

Cependant il existe toujours un besoin de nouvelles solutions efficaces pour favoriser la 
pigmentation de la peau, des cheveux et/ou des poils et done pr6venir ou diminuer la 
canitie. 

De maniere inattendue, la demanderesse a maintenant trouve qu'il etait possible de 
stimuler la synthese de melanine par des melanocytes en inhibant specifiquement la 
degradation des prostaglandines synthases par ces melanocytes ou celles presentes 
dans son environnement. 

Cest pourquoi la presente invention a pour objet Tutilisation d'au moins un inhibiteur de la 
15 hydroxy-prostaglandine dehydrogenase dans une composition ou pour la preparation 
d'une composition destinee a favoriser la pigmentation de la peau ou des phaneres, en 
particulier des cheveux et/ou des poils. 

On avait precedemment decrit I'implication de certaines prostaglandines dans la 
pigmentation chez I'homme ou chez I'animal, des poils ou de la peau. (Wand M., 1997, 
Arch. Ophtalmol, 115; Abdel Malek et al, 1987, cancer Res., 47) 

Cependant, Ies prostaglandines sont des molecules au temps de demi-vie biologique 
tres court et agissant de fa?on autocrine ou paracrine, ceci traduisant le caractere local 
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et labile du metabolisme des prostaglandins (Narumiya S et a/., 1999, Physiol Rev, 
79(4), 1193-1226). 

De maniere surprenante, la demanderesse a maintenant mis en evidence qu'une enzyme 
sp6cifiquement impliqu6e dans la degradation de ces prostaglandines est exprimSe dans 
les fibroblastes de ia papille dermique du cheveu, qui est un compartiment determinant 
pour la vie du cheveu. En effet, la demanderesse a maintenant prouv6 I'expression de 15 
hydroxy prostaglandine dehydrogenase (15-PGDH) a ce niveau. 

De plus, il a ete montre dans le cadre de I'invention, que cette enzyme est egalement 
exprimee dans le melanocyte du cheveu, ce qui n'avait jamais 6t6 mis en Evidence 
jusqu'a present 

La 15-PGDH est une enzyme cle dans la deactivation des prostaglandines; la 15- 
PGDH de type 1 r6pond a la classification EC 1.1.1.141 et est NAD+ dSpendante. Cette 
enzyme catalyse une reaction d'oxydation sur le carbone 15 de I'hydroxyle en c6tone. 
Elle a ete isolee de rein de pore; on a notamment observ§ son inhibition par une 
hormone thyroTdienne, la tri-iodo thyronine, a des doses tres sup§rieures aux doses 
physiologiques. La 15-PGDH de type 2 est NADP d6pendante. 

Cependant on n'avait jamais mis en evidence la presence de 15-PGDH dans la papille 
dermique et le melanocyte du cheveu, et il n'avait jamais ete propos§ d'utiliser un 
inhibiteur de 15 PGDH pour favoriser la pigmentation de la peau, des poils et/ou des 
cheveux. 

Conform6ment a ('invention, i! est possible de reguler localement le taux de 
prostaglandines (dont le mode d'action est autocrine et paracrine) notamment celui 
present au niveau du melanocyte, en particulier du cheveu, en agissant sur la 
degradation catalysee a la fois par la 15-PGDH du melanocyte et du fibroblaste de la 
papille dermique. 

La demanderesse a en outre montre de fa$on surprenante que les melanocytes de 
cheveux expriment la prostaglandine H synthase 1 (PGHS-1 ou COX-1 ,E.C : 
1. 14.99.1 ).Ceci demontre pour la premiere fois que les melanocytes de cheveux 
possedent un metabolisme des prostaglandines autonome. 
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De maniere inattendue, on a montre dans le cadre de la pr£sente invention qu'il 6tait 
possible d'inhiber sp6cifiquement la 15-PGDH pr§sente au niveau de la papille dermique 
et/ou du melanocyte de cheveu. Une telle inhibition permet done de freiner la 
deactivation des prostaglandines dans Penvironnement du melanocyte de cheveu. Les 
prostaglandines peuvent done continuer par voie autocrine ou paracrine de stimuler les 
melanocytes. En effet, I'application de tels inhibiteurs stimule la production par les 
melanocytes de meianine. 

Par phan^res, on entend I'ensemble des annexes tegumentaires et notamment les 
ongles, les poils et les cheveux. Par poils et cheveux on entend I'ensemble des annexes 
pileuses et notamment egalement les cils et les sourcils. 

Les compositions selon invention pourront etre appliqu6es par toute voie appropri6e, 
notamment orale, parenteral ou topique externe, et leur formulation sera adaptee par 
I'homme du metier, en particulier pour des compositions cosm6tiques ou 
dermatologiques. Avantageusement, les compositions selon Tinvention sont destinees a 
une administration par voie topique. Elies contiennent un milieu physiologiquement 
acceptable, en particulier un milieu cosmetologiquement ou pharmaceutiquement, 
notamment dermatologiquement acceptable. 

Dans un mode de realisation prefere, une composition selon Tinvention contient des 
excipients adaptes a une administration sur le cuir chevelu. 

Le milieu physiologiquement acceptable dans lequel on utilise les inhibiteurs de 15- 
PGDH selon Tinvention peut etre anhydre ou aqueux. 

La composition peut comprendre un milieu cosmetologiquement acceptable pouvant etre 
constitue d'eau ou d'un melange d'eau et d'au moins un solvant choisi parmi les solvants 
organiques hydrophiles, les solvants organiques lipophiles, les solvants organiques 
amphiphiles et leurs melanges. 

On entend par milieu anhydre, un milieu solvant contenant moins de 1% d'eau. Ce milieu 
peut etre constitue d'un solvant ou d'un melange de solvants choisi plus particulierement 
parmi les alcools inferieurs en C2-C4 comme I'alcool ethylique, les alkyldneglycols 
comrrie le propyleneglycol, et les alkylethers d'alkyleneglycols ou de dialkyleneglycols, 
dont les radicaux alkyle ou alkylene contiennent de 1 a 4 atomes de carbone. On entend 
par milieu aqueux, un milieu constitue par de Teau ou un melange d'eau et d'un autre 
solvant physiologiquement acceptable, choisi notamment parmi les solvants organiques 
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cites ci-dessus. Dans ce dernier cas, ces autres solvants, lorsqu'ils sont presents, 
represented environ 5 a 95% en poids de la composition. 

II est possible que le milieu physiologiquement acceptable puisse contenir d'autres 
adjuvants habituellement utilises dans le domaine cosmetique ou pharmaceutique, tels 
que des agents tensioactifs, des agents 6paississants ou geiifiants, des agents 
cosm6tiques, des agents conservateurs, des agents alcalinisants ou acidifiants bien 
connus dans I'etat de la technique, et en quantites suffisantes pour obtenir la forme de 
presentation desiree, notamment de lotion plus ou moins epaissie, de gel f d'6mulsion, ou 
de creme. Utilisation peut 6ventuellement se faire sous une forme pressuris6e en 
aerosol ou vaporisee a partir d'un flacon pompe. 

Pour une application topique, ia composition utilisable selon Pinvention peut etre 
notamment sous ia forme de solutions ou de suspensions aqueuse, alcoolique, 
hydroalcoolique ou huileuse, ou de dispersion du type lotion ou s6rum, d'emulsions de 
consistance liquide ou semi-liquide ou pSteuses, obtenues par dispersion d'une phase 
grasse dans une phase aqueuse (H/E) ou inversement (E/H) ou multiples, , d'une poudre 
libre ou compactee a utiliser telle quelle ou a incorporer dans un milieu 
physiologiquement acceptable, ou encore de microcapsules ou microparticules, ou de 
dispersions v6siculaires de type ionique et/ou non ionique. Elle peut ainsi se presenter 
sous forme d'onguent, de teinture, de laits, de creme, de pommade, de poudre, de 
timbre, de tampon imbib6, de solution, d'emulsion ou de dispersion v6siculaire, de lotion, 
de gels aqueux ou anhydres, de spray, de suspension, de shampooing, d'aerosol ou de 
mousse. Elle peut etre anhydre ou aqueuse. Elle peut egalement consister en des 
preparations solides constituant des savons ou des pains de nettoyage. 
Ces compositions sont preparees selon les methodes usuelles. 

La composition utilisable selon Invention peut en particulier consister en une 
composition pour soins capillaires, et notamment un shampooing, une lotion de mise en 
plis, une lotion traitante, une creme ou un gel coiffant, des lotions restructurantes pour les 
cheveux, un masque, etc. 

La composition cosmetique selon I'invention sera preferentiellement une creme, une 
lotion capillaire, un shampoing ou un apres-shampoing. Elle peut etre utilisee notamment 
dans les traitements mettant en oeuvre une application qui est suivie ou non suivie d'un 
rinfage, ou encore sous forme de shampooing. 

Elle peut Egalement se presenter sous forme de teinture ou de mascara a appliquer au 

pinceau ou au peigne, en particulier sur les cils, les sourcils ou les cheveux. 

Elle peut egalement se presenter sous forme de vernis destine a etre applique a la 
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surface de I'ongle. 

Les quantites des diff6rents constituants des compositions utilisables selon I'invention 
sont celles classiquement utilisees dans les domaines consideres. 

Lorsque la composition utilisable selon I'invention est une emulsion, la proportion de la 
phase grasse peut aller de 5% a 80% en poids, et de preference de 5% & 50% en poids 
par rapport au poids total de la composition. Les huiles, les cires, les emulsionnants et 
les co-£mulsionnants utilises dans la composition sous forme d'emulsion sont choisis 
parmi ceux classiquement utilises dans le domaine cosmetique. L'emulsionnant et le co- 
6mulsionnant sont presents, dans la composition, en une proportion allant de 0,3% £ 
30% en poids, et de preference de 0,5 a 20% en poids par rapport au poids total de la 
composition. L'£mulsion peut, en outre, contenir des v6sicules lipidiques. 
Lorsque la composition utilisable selon I'invention est une solution ou un gel huileux, la 
phase grasse peut reprSsenter plus de 90% du poids total de ia composition. 

Avantageusement, la composition comprendra des microspheres, des nanosphferes, des 
liposomes, des oleosomes ou des nanocapsules, dans lesquels au moins un agent 
inhibiteur de la 15-PGDH sera encapsuie. Des exemples de telles formulations sont 
decrits notamment dans les brevets EP1 99636, EP 375520, EP447318, EP557489, WO 
97/12602, EP1 151741 ou US 5 914126. 

A titre d'exemple, les microspheres pourront etre pr£par6es selon la methode d6crite 
dans la demande de brevet EP 0 375 520. 

Les nanospheres pourront se presenter sous forme de suspension aqueuse et etre 
preparees selon les methodes decrites dans les demandes de brevet FR 0015686 et 
FR 0101438. 

Les oleosomes consistent en une emulsion huile dans eau formee par des globules 
huileux pourvus d'un enrobage cristal liquide lamellaire disperse dans une phase 
aqueuse (voir les demandes de brevet EP 0 641 557 et EP 0 705 593). 

L'inhibiteur de 15PGDH pourra aussi etre encapsule dans des nanocapsules consistant 
en un enrobage lamellaire obtenu a partir d'un tensio-actif silicone tel que decrit dans ia 
demande de brevet EP 0 780 115; les nanocapsules pourront egalement etre preparees 
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a base de polyesters sulfonique hydrodispersibles selon par exemple la technique d6crite 
dans la demande de brevet FR 01 13337. 

De fagon connue, la composition selon I'invention peut contenir egaiement des adjuvants 
habituels dans le domaine cosmetique, tels que les gelifiants hydrophiles ou lipophiles, 
les additifs hydrophiles ou lipophiles, les conservateurs, les antioxydants, les solvants, 
les parfums, les charges, les filtres, les absorbeurs d'odeur et les matieres colorantes. 
Les quantites de ces differents adjuvants sont celles classiquement utilises dans le 
domaine cosmetique, et par exemple de 0,01% a 20%, notamment inferieur ou §gal & 
10% du poids total de la composition. Ces adjuvants, selon leur nature, peuvent 6tre 
introduits dans la phase grasse, dans la phase aqueuse et/ou dans les spherules 
lipidiques. 

Comme huiles ou cires utilisables dans I'invention, on peut citer les huiles minerales 
(huile de vaseline), les huiles vegetales (fraction liquide du beurre de karite, huile de 
tournesol), les huiles animates (perhydrosqualene), les huiles de synthese (huile de 
Purcellin), les huiles ou cires silicones (cyclom6thicone) et les huiles fluorees 
(perfluoropolyethers), les cires d'abeille, de carnauba ou paraffme. On peut ajouter a ces 
huiles des alcools gras et des acides gras (acide stearique). 

Comme emulsionnants utilisables dans I'invention, on peut citer par exemple le stearate 
de glycerol, ou laurate de glycerol, les stearates ou oteates de sorbitol, les alkyl 
dimethiconecopolyol (avec alkyle > 8) et leurs melanges pour une emulsion E/H. On peut 
aussi utiliser le monostearate ou monolaurate de polyethylene glycol, le stearate ou 
oleate de sorbitol polyoxyethylene, les dimethiconecopolyols et leurs melanges, 
notamment le polysorbate 60 et le melange de PEG-6/PEG-32/Glycoi Stearate vendu 
sous la denomination de Tefose® 63 par la societe Gattefosse. 

Comme solvants utilisables dans I'invention, on peut citer les alcools inferieurs, 
notamment i'ethanol et I'isopropanol, le propylene glycol. 

Comme gelifiants hydrophiles utilisables dans Tinvention, on peut citer les polymeres 
carboxyvinyliques (carbomer), les copolymeres acryliques tels que les copolymeres 
d'acrylates/alkylacrylates, les polyacrylamides, les polysaccharides tels que 
Thydroxypropylcellulose, les gommes naturelles et les argiles, et, comme gelifiants 
lipophiles, on peut citer les argiles modifies comme les Bentones®, les sels m6taliiques 
d'acides gras comme les stearates d'aluminium et la silice hydrophobe, Tethylcellulose. 
Lorsque la composition est epaissie ou gelifiee a Taide d'un agent 6paississant, ce 
dernier est generalement present dans des concentrations comprises entre environ 0,1 et 
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6% par rapport au poids total de la composition. 

De preference, le ou les agents inhibiteurs sont presents a une concentration de 0,001% 
a 5% p/v par rapport a la composition, de maniere encore prefer§e de 0,01 a 2%. 
Toutefois ces quantites seront adaptees par I'homme du metier selon le compose utilise, 
pour obtenir une activite d'inhibition enzymatique equivalente a une inhibition 
pratiquement totale de I'enzyme 15-PGDH. 

Des inhibiteurs de la 15-PGDH adaptes pourront etre determines par I'homme du metier; 
Tagent inhibiteur sera notamment choisi parmi le traxanox, ses sels et ses esters, le 
nafazatrom, les sulfasalazines, le PhCL28A, ou les thiazolidinediones telles que decrites 
par Cho et al (Arch. Biochem. Biophys., 2002; 405, 247-251). 

D'autres composes particulierement adaptes a la mise en oeuvre de I'invention sont les 
composes repondant aux formules suivantes : 
Molecule A: 



ci 




Selon un mode de realisation prefere, les compositions selon I'invention comprennent en 
outre au moins un agent benefique pour les cheveux tels que notamment les silicones, 
les huiles vegetales, animates, minerales ou de synthese, les cires, les ceramides, les 
pseudoceramides, les polymeres cationiques, les filtres solaires, les vitamines. 
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Les silicones utilisables conformement a 1'invention sont en particulier des 
polyorganosiloxanes insolubles dans la composition et peuvent se presenter sous forme 
d'huiles, de cires, de resines ou de gommes. 

Les organopolysiloxanes sont definis plus en detail dans I'ouvrage de Walter NOLL 
"Chemistry and Technology of Silicones" (1968) Academie Press. Elles peuvent §tre 
volatiles ou non volatiles. 

Seion un de ses aspects, invention a pour objet I'utilisation non th6rapeutique d'une 
composition cosmetique contenant au moins un inhibiteur de la 15 hydroxy- 
prostaglandine dehydrogenase pour le traitement de la canitie. ^utilisation d'une telle 
composition selon Invention sera en particulier destinee a prevenir ou limiter Papparition 
de poits ou de cheveux blancs, ou d en r6duire le nombre. 

Selon un mode de realisation pr6f6r6, la composition utilisable selon Tinvention contient 
en outre au moins un agent accelerateur de penetration. 

De tels agents sont connus de I'homme du m6tier et comprennent notamment Tur6e ou 
les composes cites dans la demande WO 01/74313. lis seront classiquement presents a 
des concentrations de 0,01 3 20%,et notamment de 0,1 a 5%. 

Avantageusement, les compositions utilisables selon Hnvention contiennent en outre au 
moins un agent favorisant la pigmentation de la peau, des cheveux et/ou des poils 
different d'un inhibiteur de la 15 hydroxy-prostaglandine dehydrogenase. 
De tels composes sont notamment des substrats de la tyrosinase, tels que la tyrosine ou 
la L-DOPA, ou des composes activateurs de la voie de I'AMPc tels que des d6riv£s de 
pro-opiomelanocortines, I'adenosine, ou la forkoline ou ses derives. On peut 6galement 
citer des extraits de vegetaux tels que cypres, Burnet, Sanguisorba officinalis ou de 
chrysantheme (Chrysanthemum morifolium), decrit notamment dans EP1 014934. 

Les compositions comprenant au moins un inhibiteur de 15-PGDH selon I'invention 
pourront egalement contenir des systemes catalytiques comprenant 2 constituants, a 
savoir un premier constituant choisi parmi les sels et oxydes de Mn(ll) et/ou Zn(ll) et leurs 
melanges et un second constituant choisi parmi les hydrogenocarbonates alcalins, ies 
hydrog6nocarbonates alcalino-terreux et leurs melanges. De telles compositions 
favorisant la pigmentation sont notamment decrites dans les demandes FR 2 814947, FR 
2 814943, FR 2 814946 ou FR 2 817469. 
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Selort une variante pr6fer6e, I'agent inhibiteur de 15 PGDH sera utilise en association 
avec un compose actif pour favoriser la pigmentation des cheveux desavantageusement 
susceptible d'etre m6tabolis6 par cette enzyme. En effet, grace aux travaux de la 
demanderesse, on sait maintenant que certains composes classiquement proposes a cet 
effet ont une activity moindre en raison de la presence de 15PGDH, qui par son action 
diminue la concentration et done I'efficacite des substances au niveau du site d'action. 

Conformement a la presente invention, on peut desormais obtenir des compositions 
ayant une efficacite renforc6e, en associant un compose actif pour favoriser (a 
pigmentation des cheveux, susceptible d'etre metabolism par la 15PGDH et un inhibiteur 
de la 15PGDH tel que defini precedemment. On obtiendra ainsi une action synergique 
des actifs pour favoriser la pigmentation des cheveux dans ces compositions. 
La composition contiendra par exemple en outre au moins un compose choisi parmi les 
prostaglandines, notamment la prostaglandine PGE1, PGE2, leurs sels, leurs esters, 
leurs analogues et leurs derives, notamment ceux dScrits dans WO 98/33497, WO 
95/11003, JP 97-100091, JP 96134242, en particulier !es agonistes des recepteurs des 
prostaglandines . Elle peut notamment contenir au moins un compose tel les agonistes 
(sous forme acide ou sous forme d'un precurseur notamment sous forme ester) du 
recepteur de la prostaglandine F2 alpha (FP-R) a Texemple du latanoprost, du 
fiuprostenol, du cloprostenol, du travoprost , le bimatoprost, les agonistes <et leurs 
precurseurs notamment les esters) des recepteurs de la prostaglandine E2 (EP1-R, 
EP2-R, EP3-R, EP4-R) tel le 17 phenyle PGE2, le viprostol, le butaprost, le misoprostol, 
le sulprostone, le 16,16 dimethyle PGE2, 11 desoxy-PGE1, le 1 desoxy PGE1, les 
agonistes et leurs precurseurs notamment les esters du recepteur de la prostacyciine 
(IP) tel le cicaprost, I'iloprost, I'isopcarbacycline, le beraprost, les agonistes et leurs 
precurseurs notamment les esters du recepteur de la prostaglandine D2 tel le BW245C 
((4S)-(3-[(3R,S)-3-cyclohexyl-3-isopropyl]-2,5-dioxo)4-imidazolidineheptanoic acid), le 
BW246C ((4R)-(3-[(3R,S)-3-cyclohexyl-3-isopropyl]-2,5-dioxo)4-imidazolidineheptanoic 
acid)les agonistes et leurs precurseurs notamment les esters du recepteur aux 
thromboxanes A2 (TP) tel le l-BOP ([1S-[1a,2a(Z), 3b(1E,3S),4a]]-7-[3-[3-hydroxy-4-[4- 
(iodophenoxy)-1-butenyl]-7-oxabicyclo[2.2.1]hept-2-yl]-5-heptenoic acid 
Avantageusement, la composition selon Pinvention comprendra au moins un inhibiteur 
de la 15PGDH tel que defini precedemment et au moins une prostaglandine ou un 
derive de prostaglandine comme par exemple les prostaglandines de la s6rie 2 dont 
notamment PGF 2 a et PGE 2 sous forme salines ou sous forme de precurseurs 
notamment des esters (exemple les isopropyl esters), leurs derives comme le 16,16 
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dimethyl PGE2, le 17 phenyl PGE2, le 16,16 dimethyle PGF2a, le 17 phenyl PGF2a les 
prostaglandines de la serie 1 comme le 11 desoxy prostaglandine E1 , le 1 desoxy 
prostaglandine E1 sous forme salines ou sous forme de pr§curseurs notamment des 
esters, ou un agoniste non prostanoique des recepteurs EP2 et/ou EP4 notamment tel 
que decrit dans EP 1 175892. 

De preference, llnhibiteur de 15 hydroxy-prostaglandine deshydrogenase est peu ou pas 
inhibiteur des enzymes impliqu6es dans la synthese des prostaglandines au niveau du 
cheveu, ou prostaglandine synthases (notamment de la PGHS-1 ou COX-1, de la 
prostaglandine endoperoxyde H synthase, ou de la PGFsynthase). 

D'autres actifs ben6fiques pour la sante et la vigueur des cheveux ou des poils pourront 
etre presents dans la composition. 

On peut notamment citer d'autres composes actifs pour favoriser la repousse et/ou 
limiter la chute des cheveux. 

Ces composes pourront notamment etre choisis parmi les inhibiteurs de lipoxygenase 
tels que decrits dans EP648488, les inhibiteurs de bradykinine decrits notamment dans 
EP 845700, les prostaglandines et leurs derives tels que decrits dans ce qui precede, 
les analogues non prostanoTques de prostaglandines tels que decrits dans EP 1175891 
et EP1175890, WO 01/74307, WO 01/74313, WO 01/74314, WO 01/74315 ou WO 
01/72268. 

Des agents favorisant la pousse du cheveux pouvant etre presents dans les 
compositions selon invention incluent les vasodilatateurs, les antiandrogenes, les 
cyclosporines et leurs analogues, les anti-microbiens, , les retinoTdes, les tri-terpenes, 
seuls ou en melange. 

Les vasodilatateurs tels que les agonistes des canaux potassium incluant le minoxidil et 
les composes cites dans les brevets US 3 382247, 5 756092, 5 772990, 5 760043, 
5466694, 5 438058, 4 973474, la chromakaline, le nicorandil et le diaxozide peuvent 
ainsi etre presents dans les compositions. 

Les anti-androgSnes utilisables incluent notamment les inhibiteurs de 5a reductase, 
comme le finasteride et les composes decrits dans US 5 516779, I'acetate de 
cyprosterone, I'acide azelaTque, ses sels et ses derives et les composes decrits dans US 
5 480913, le flutamide et les composes decrits dans les brevets US 5 411981, 5 565467 
et 4 910226. 

Les composes anti-microbiens peuvent etre choisis parmi les derives du s6ienium, le 
ketoconazole, le triclocarban, le triclosan, le pyrithione zinc, Itraconazole, I'acide 
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asiatique, I'hinokitiol, mipirocine, et les compos6s d6crits dans EP680745, le 
chlorhydrate de clinycine, le peroxyde de benzoyle ou de benzyl et la minocycline. 

Les retinoTdes pourront etre choisi parmi I'isotretinoTne, I'acitretine et le tazarotene. 
D'autres compos6s actifs pour favoriser la pousse et/ou limiter la chute des cheveux 
presents dans les compositions pourront egalement §tre choisi dans le groupe 
comprenant I'aminexil et ses d6riv6s, le 6-0-[(9Z,12Z)-octad6ca-9,12- 
dienoyl]hexapyranose, chlorure de benzakonium, chlorure de benzethonium, phenol, 
oestradiol, mateate de chlorpheniramine, ies d6riv6s de chlorophylline, cholesterol, 
cysteine, methionine, nicotinate de benzyle, menthol, huile de menthe poivr6e, 
panthotenate de calcium, panthenol, r6sorcinol, les activateurs de la proteine kinase C, 
les inhibiteurs de la glycosidase, les inhibiteurs de glycosaminoglycanase, les esters 
d'acide pyroglutamique, les acides hexosaccharidiques ou acyl-hexosaccharique, 
ethylenes aryl substitues, les amino acides N-acyles, les flavonoTdes, les derives et 
analogues d'ascomycine, les antagonistes d'histamine, les triterpfenes comme Pacide 
ursolique et les composes decrits dans US 5529769, US 5468888, US 5631282, les 
saponines, les inhibiteurs de proteoglycanase, les agonistes et antagonistes 
d'estrogdnes, pseudotrienes, les cytokines et les promoteurs de facteurs de croissance, 
les inhibiteurs d'IL-1 ou d'IL-6, les promoteurs dML-10, les inhibiteurs de TNF, les 
vitamines, comme la vitamine D, les analogues de la vitamine B12 et le panthotenol, les 
hydroxy acides, benzoph^nones et I'hydantoYne. 

L'invention a egalement pour aspect un proc6d6 cosmetique pour favoriser la 
pigmentation de la peau, des ongles, des poils et/ou des cheveux, caracterise en ce que 
Ton applique sur la peau et/ou le cuir chevelu et/ou les phaneres au moins un inhibiteur 
de 15 hydroxy-prostaglandine dehydrogenase, ou une composition telle que definie 
precedemment. La composition ou I'inhibiteur de 15-PGDH seront appliques au site 
tfaction et seront laisses en contact pendant un temps plus ou moins long, Tapplication 
pouvant etre repetee a intervalles reguliers ou non pendant plusieurs heures, jours, 
semaines ou mois. 

L'inhibiteur de 15PGDH pourra etre applique simultanement avec les autres actifs 
proposes en association ou de fagon s§quentielle dans le temps. 

Les exemples qui suivent sont destines a illustrer Tinvention sans en limiter la portee. 
Dans ces exemples on se referera aux figures suivantes. 
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Figure 1: expression de le 15 hydroxy-prostaglandine dehydrogenase par des 
melanocytes de cheveux en culture. 

Figure 2: expression de prostaglandins H synthase 1 par des melanocytes de cheveux 
en culture. 

Exemole 1 : Mise en evidence de I'expression de I'ARNm codant pour la PGHS-1 (temoin 
ARNm codant pour la Glyc6rald§hyde 3 phosphate dehydrogenase) et codant pour la 
15-PGDH (temoin ARNm pour I'actine) dans les melanocytes de cheveux pigmentes. 

a- isolement des melanocytes de cheveux p iamentes : 

La biopsie de scalp humain est decoupee en petits morceaux, places dans une solution 
de dispase (2,4 U/ml, Boehringer Mannheim, Gmbh, D) et incubes dix huit heures a 
+04°C. Les fragments sont ensuite Iav6s dans du PBS. Le compartiment Epithelial est 
separe du derme d t'aide de pinces sous binoculaire. Les structures epitheliales sont 
ensuite micro-dissequees pour separer les follicules pileux et I'epiderme, puis triees. Les 
cheveux isoies sont regroupes et traites par la trypsine cinq minutes a 37°C, puis la 
trypsine est neutralisee (Trypsin Neutralising System (TNS), C41110, Promocell, 
Heidelberg, D). La suspension cellulaire obtenue est ensemencee dans le milieu pour 
culture primaire pour melanocytes (M2, Promocell, Heidelberg, D). Apres six jours de 
culture, le milieu est renouvele tous les deux ou trois jours. Apres dix a vingt jours la 
culture est constitute de keratinocytes et de melanocytes. Les melanocytes sont 
s6lectionnes par trypsination differentielle en incubant la culture avec de la trypsine- 
EDTA 0,05%-0,02% (w/v) pendant trois minutes ^ 37°C, puis la trypsine est neutralisee 
par le TNS. II peut arriver que la culture primaire contienne quelque fibroblastes 
contaminants, ces derniers sont elimints par un traitement repete a la geneticine 25 
jjg/ml. 

b> Extraction et purification des ARN messaaers : 

^extraction des ARN messagers est realisee a partir de deux cultures de melanocytes de 
follicules pileux distinctes, originates de deux prelevements issus d'individus differents. 
L'extraction des ARN messagers (realisee sur les passages P3 ou P4, boite de 35 mm & 
confluence) est effectuee selon le protocole et avec les reactifs du kit QuickPrepr mRNA 
(Pharmacia Biotech, Bruxelles, Belgique). 

Pour chaque echantillon (une culture cellulaire a confluence dans une boite de 35 mm de 
diametre) mis a Tetude, le protocole suivant sera applique. 
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Le surnageant de culture cellulaire est 6limin6 et remplace par 800 pi de tampon de lyse, 
le lysat obtenu est r6cupere et introduit dans un microtube en polypropylene de 1,5 ml 
(tube 1). 

1 ml de suspension de microspheres Oligo(dT-18) cellulose est introduit dans un 
microtube de 1,5 ml (tube 2) et centrifuge a 14000 trs/min pendant 1 minute. Le 
surnageant est elimine. Le contenu du tube 1 est alors introduit dans le tube 2, les 
microspheres sont remise en suspension dans ie lysat par agitation douce du tube 
pendant 3 minutes. 

Les ARNs polyA+ fixes sur les microspheres sont isol6s des contaminants par des 
lavages. Le tube est centrifuge a 14000 trs/min pendant 1 minute, le surnageant est 
elimine et remplace par 1 ml de tampon de lavage (high salt buffer). Les microspheres 
sont remises eh suspension comme precedemment et le tube est agite doucemment 
pendant 1 minute. Le tube est centrifuge a 14000 trs/min pendant 1 minute, le 
surnageant est a nouveau elimine et remplace par 1ml de low salt buffer. 
Au total cinq lavages avec le low salt buffer suivis de trois lavages avec le high salt buffer 
seront ainsi effectues. 

Le contenu du troisieme lavage (microspheres + tampon) est introduit sur une 
microcolonne contenant un filtre a la base (colonne microspin™) placee dans un 
microtube de 1,5 ml. L'ensemble est centrifuge a 14000 trs/min pendant 1 minute. La 
microcolonne est recuperee et placee dans un microtube de 1,5 ml. Les ARN messagers 
polyA+ sont alors elues par un volume final total de 0,4 ml de tampon dilution 
prealablement porte a 65°C. 

c- Svnthese des brins complementaires d'ADN (ADNc) : 

Cette etape est realisee par Tutilisation du kit First strand cDNA synthesis (Pharmacia 
Biotech, Bruxelles, Belgique). 

Les echantillons d'ADN complementaires obtenus sont dilues au 1/10 erne dans de I'eau 
sterile avant PCR. 

d- Choix des amorces. PCR (Polv Chain Reaction) 

Des amorces specifiques des sequences d'interets seront utilisees apr£s synthese a 
fagon par Genset SA, rue Robert et Sonia Delaunay, Paris. 

Le premier couples d'amorces s'hybridant sur la sequence codant pour une proteine 
ubiquitaire (la glyceraldehyde 3 phosphodeshydrogenase). Les deux autres couples 
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d'amorces s'hybridant sur la sequence codant pour la prostaglandine H synthase 1 et la 
15 hydroxyprostaglandine dehydrogenase respectivement. 

0 Actine humaine; N° accession genbank: NM_001101 

AMORCE SENS: 5'-ATGGATGATGATATCGCCGCGCT-3' 
Amorce anti-sens: 5'-CGGACTCGTCATACTCCTGCTTG-3' 
Fragment amplifie: 1096 paires de bases. 

Prostaglandine H synthase 1 (PGHS-1) ; N° accession genbank : S36271 

Amorce sens: 5-CTCATAGGGGAGACCATCAAG-3' 
Amorce anti-sens: S'-CCTTCTCTCCTACGAGCTCCT-S" 
Fragment amplifte: 451 paires de bases. 

15 hydroxyprostaglandine humaine (15PGDH); N°accession genbank: NM_000860 

Amorce sens: 5-TGCCAATGGATTGATAACACTCAT-3' 
Amorce anti-sens: 5'- ACAG C AGTTTTCATCTGGG ATATG-3' 
Fragment amplifie: 706 paires de bases. 

Les reactions PCR sont realisees selon le protocole TAKARA Taq™, TAKARA Shuzo 
Co., LTD. Biomedical Group, Seta 3-4-1, Otsu, Shiga, 520-2193, Japon. Les 
temperatures d'hybridation (THs) sont respectivement de 54°C (15-PGDH) et 57°C 
(Actine, GAPDH et PGHS-1) le nombre de cycles =35. 

1 pi de chacun des echantillons dADN complementaires est en reaction. 
5 pi (2,5 pi + 2,5 pi) des couples d'amorces a 40 ng/pl sont en reaction. 

4' a 95°C 1 cycle 

30" a 94°C 

1' aTHs°C 35 cycles 

r a72°C 

T a 72°C 1 cycle 

d- Lecture 



1.1 Preparation d'un gel d'agarose. 
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Pesee de 0,65 g d'agar (Molecular biology certified agarose, Bio-Rad laboratories 2000 
Alfred Nobel Dr., Hercules, CA 94547, USA). 

Ajout de 50 ml de tampon 1X TAE, Amresco, Solon, OHIO 44139, USA. 
L'agarose en suspension est portee a ebullition puis introduite dans une cuve contenant 
une goutte de bromure d'ethydium (25 pg), Amresco, Solon, OHIO 44139, USA. 
Un "peigne" permettant le depot des echantillons est plac6 a une extremite de la cuve. 
Apres 30 minutes de refroidissement (temperature de la piece), 20 pi des resultats de 
PCRs sont introduits individuellement dans un puits du gel, de meme que 10 pi d'un 
standard Schelle de poids moteculaires (Amplisize ™, molecular Ruler, 170-8200), Bio- 
Rad. 

L'ensemble est soumis en immersion dans un large exces de tampon TAE 1X a un 
champ 6lectrique de 1 00 volts pendant 45 minutes. 

[.'exposition du gel sous un eclairage ultra-violet permet d'observer par fluorescence, les 
resultats obtenus. 

Les resultats de I'etude de Expression de la 15PGDH sont montres sur la figure 1 

A. source de cDNA issue de melanocytes de cheveux donneur 1 

B. source de cDNA issue de melanocytes de cheveux donneur 2 
M. Echelle de marqueurs moleculaires en paires de bases (pb) 

A1, B1: expression de la 15-PGDH (706 pb) 

A2.B2: expression de I'actine (gene de reference), (1096 pb) 

Les gels montrant ['expression de la PGHS-1 sont representees sur la figure 2: 

A. source de cDNA issue de melanocytes de cheveux donneur 1 

B. source de cDNA issue de melanocytes de cheveux donneur 2 
M. Echelle de marqueurs moleculaires en paires de bases (pb) 

A1, B1: expression de la PGHS-1 (451 pb) 

A2.B2: expression de I 'actine (gene de reference), (1096 pb). 

Exemple 2 : Mise en evidence de I'expression de l'ARNm de la 15PGDH dans les 
fibroblastes de papilles dermiques de cheveux en culture. 

1. Dissection des follicules pileux. 
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Des follicules pileux provenant de lifting de donneurs volontaires sont disseques selon la 
methode decrite dans le brevet B.Bernard/O.Gaillard FR2736721A1 du 17/01/97; 
US5712169A du 28/01/98. 

Les follicules isoles sont places en immersion dans une boite de petri contenant 20 ml de 
milieu de culture 199 Gibco reference 31153-018, Life technologie, BP 96, Cergy 
Pontoise Cedex, supplements a 1% (v/v) d'une solution d'antibiotiques Gibco reference 
15240-096. 

A i'aide de deux aiguilles, reference NN-2516R, Terumo europe N.V. Leuven, Belgique 
montees chacune sur une seringue de 1ml, reference BS-01N, Terumo, 15 papilles 
dermiques sont extraites des bulbes folliculaires. 

Ces 15 papilles sont introduces dans une boite de p6tri de 35 mm de diamStre contenant 
2 ml de milieu 199 precedemment utilise contenant 20 % de serum de veau foetal Gibco, 
reference 10091-130. La boite est ensuite placSe dans un incubateur thermostate a 37°C 
sous 5% de C02. 

Un premier passage est realise apres 3 semaines d'incubation sans que le milieu n'ait ete 
prealablement remplace. Le milieu est elimine, 1 ml de solution de trypsine Gibco 
reference 25050-022 est introduit dans la boite de petri, la boite est replacee dans 
Tincubateur 4 minutes. Les cellules (fibroblastes de papilles) ainsi remises en suspension 
dans la solution de trypsine (controle microscopique) sont introduces dans un tube de 15 
ml. reference Falcon, 352097, Becton Dickinson, Chemin des sources, BP 37, Meylan 
38241, contenant 10 ml de milieu 199 precedemment utilise (contenant 20% de serum de 
veau foetal). 

Apres centrifugation 5 min a 1500 tours par minute, le surnageant est elimine et le culot 
cellulaire repris par 5 ml de milieu 199 precedemment utilise (contenant ici 10% de serum 
de veau foetal). 

La suspension cellulaire est introduite dans une boite de petri de 35 mm de diametre et 
replacee dans Tincubateur (37°C, 5% de C02). 

Les passages suivant P2,P3,P4 sont realises selon le rneme principe. Ceux-ci sont 
effectues des lors que les cellules ont atteint la confluence. 

2. Extraction et purification des ARN messagers. 

^extraction des ARN messagers des fibroblastes de papilles dermiques (realisee sur les 
passages P3 ou P4, boite de 35 mm a confluence) est effectuee selon le protocole et 
avec les r£actifs du kit QuickPrepr mRNA (Pharmacia Biotech, Bruxelles, Belgique). 
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Pour chaque echantillon (une culture celiulaire & confluence dans une boite de 35 mm de 
diametre) mis a I'etude, le protocole suivant sera applique. 

Le surnageant de culture celiulaire est eiimine et remplace par 800 pi de tampon de lyse, 
le lysat obtenu est recupere et introduit dans un microtube en polypropylene de 1,5 ml 
(tube 1). 

1 ml de suspension de microspheres Oligo(dT-18) cellulose est introduit dans un 
microtube de 1,5 ml (tube 2) et centrifuge a 14000 trs/min pendant 1 minute. Le 
surnageant est elimine. Le contenu du tube 1 est alors introduit dans le tube 2, les 
microspheres sont remise en suspension dans le lysat par agitation douce du tube 
pendant 3 minutes. 

Les ARNs polyA* fixes sur les microspheres sont isoles des contaminants par des 
lavages. Le tube est centrifuge a 14000 trs/min pendant 1 minute, le surnageant est 
eiimine et remplace par 1 ml de tampon de lavage (high salt buffer). Les microspheres 
sont remises en suspension comme precedemment et le tube est agite doucemment 
pendant 1 minute. Le tube est centrifuge a 14000 trs/min pendant 1 minute, le 
surnageant est a nouveau elimine et remplace par 1ml de low salt buffer. 
Au total cinq lavages avec le low salt buffer suivis de trois lavages avec le high salt buffer 
seront ainsi effectues. 

Le contenu du troisieme lavage (microspheres + tampon) est introduit sur une 
microcolonne contenant un filtre a la base (colonne microspin™) placee dans un 
microtube de 1,5 ml. L'ensemble est centrifuge a 14000 trs/min pendant 1 minute. La 
microcolonne est recuperee et placee dans un microtube de 1,5 ml. Les ARN messagers 
polyA+ sont alors elues par un volume final total de 0,4 ml de tampon d'elution 
prealablement porte a 65°C. 

3. Precipitation des ARN messaaers. 

Dans le tube contenant reiuat sont introduits 10 pi de solution de glycogene, 40 pi 
d'acetate de potassium 2.5M et 1 ml d'ethanoi absolu a -20°C. Le tube est place dans de 
ia carboglace (-80°C). Apres 1h00, le tube est centrifuge a 4°C a 17500 trs/min pendant 
15 minutes. Le surnageant est precautionneusement elimine (les ARNms forment un tout 
petit culot) et remplace par 1ml d'ethanoi 80% (ethanol/eau ; v/v) a -20°C. Le tube est 
centrifuge 15 min a 17500 trs/min a 4°C et le surnageant completemment elimine. Le 
culot est repris par 8 pi d'eau distillee sterile. 
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4. Svnthese des brins comolementaires d'ADN (ADNc) 

Cette etape est realisee par I'utilisation du kit First strand cDNA synthesis (Pharmacia 
Biotech, Bruxelles, Belgique). 

Le tube contenant ies ARNms sont places a 65°C pendant 10 minutes puis dans la glace 
pendant 5 minutes, sont ensuite introduits : 

5 pi d'une solution tamponnee contenant une suspension de transcriptase inverse. 

1pl d'amorces OIigodT(18) a 0,8 pg/ml. 

1 pi de solution aqueuse de dithiothreitol titrant 200 nM. 

Le tube est incube a 37°C pendarit 1h00. La reaction est bloquee en plagant le tube dans 
la glace. 

5. Choix des amorces, reaction de polymerisatio n en chatne (PCR) 

1pl (d'une dilution au 1/10 erne dans de I'eau distiitee sterile) d'ADNs comptementaires 
ainsi obtenus est soumis dans un milieu tamponne a une reaction de polymerisation en 
chatne (PCR), en presence de couples d'amorces spScifiques (titrant 40 ng/ml), de TAQ 
Polymerase et de nucleotides selon Ies donnees du fournisseur. 

Les amorces specifiques des sequences d'interets qui seront utilisees sont obtenues par 
synthese & fa?on par Genset SA, rue Robert et Sonia Delaunay, Paris. 
Le premier couples d'amorces s'hybridant sur la sequence codant pour une proline 
ubiquitaire (la pactine). Le deuxieme couple d'amorces s'hybridant sur la sequence 
codant pour la 15 hydroxyprostaglandine dehydrogenase. 

0 Actine humaine; N° accession genbank: NM_001101 

AMORCE SENS: 5'-ATG G ATG ATG ATATC G CC G C GCT-3' 
Amorce anti-sens: 5-CGGACTCGTCATACTCCTGCTTG-3' 

Fragment amplifie: 1096 paires de bases. 

15 hydroxyprostaglandine humaine (15PGDH); N°accession genbank: NM_000860 

Amorce sens: S'-TGCCAATGGATTGATAACACTCAT-S' 
Amorce anti-sens: S-ACAGCAGTTTTCATCTGGGATATG-S' 
Fragment amplifte: 706 paires de bases. 



BNSDOCID: <FR. 



_2850864A1J_> 



2850864 



20 

La reaction PGR est realis6e selon une adaptation du protocole TAKARA Taq™, 
TAKARA Shuzo Co., LTD. Biomedical Group, Seta 3-4-1, Otsu, Shiga, 520-2193, Japon. 
La temperature d'hybridation est de 54°C pour les couples d'amorces (p-actine ;PGFS, 
15PGDH), le nombre de cycles =35. 

*Une solution tamponnee de nucleotides est realisee par melange de 171 pi d'eau 
distillee sterile, 24,5 pi de tampon 10X du kit et 20 pi de melange de nucleotides (dNTP) 
du kit 

Sont introduits dans un microtube adapte a la PCR : 

1 pi (d'une dilution au 1/10) d f ADN complementaire 

43 pi du melange de nucleotides en solution tamponn6e * 

5 pi (2,5 pi + 2,5 pi) des couples d'amorces a 40 ng/pl sont en reaction. 

50 pi d'huile minerale. 

Le tube est place dans un appareil pour PCR et les cycles suivants sont programmes. 

4' a 95°C 1 cycle 

30" a 94°C 

V a 54°C 35 cycles 

V a72°C 

7' a 72°C 1 cycle 

6. Lecture 

a. Preparation d'un gel d'agarose. 

Pesee de 0,65 g d'agar (Molecular biology certified agarose, Bio-Rad laboratories 2000 
Alfred Nobel Dr., Hercules, CA 94547, USA). 

Ajout de 50 ml de tampon 1X TAE, Amresco, Solon, OHIO 44139, USA. 

L'agarose en suspension est porte a ebullition puis introduit dans une cuve contenant une 

goutte de bromure tfethydium (25 pg), Amresco, Solon, OHIO 44139, USA. 

Un "peigne" permettant le depot des echantilions est place a une extremite de la cuve. 
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Apr£s 30 minutes de refroidissement (temperature de la ptece), 20 pi des r6sultats de 
PCRs sont introduits individuellement dans un puits du gel, de m6me que 10 pi d'un 
melange de standards de poids motecutaires (Amplisize ™, molecular Ruler, 170-8200, 
Bio-Rad laboratories 2000 Alfred Nobel Dr., Hercules, CA 94547, USA).. 
L'ensemble est soumis en immersion dans un large exces de tampon TAE 1X d un 
champ electrique de 1 00 volts pendant 45 minutes. 

L'exposition du gel sous un 6clairage ultra-violet permet d'observer par fluorescence, les 
resultats obtenus. 

Poids des amplimeres attendus. 

Actine = 1096 paires de bases ; 15-PGDH = 706 paires de bases ; PGFS = 1061 paires 
de bases. 

Les 6chantillons 1,2,3 proviennent de cultures differentes de fibroblastes de papilles 
dermiques de cheveux humains. 

Recherche de I'exoression de la 15 hy droxvorostaolandine dehydrogenase. 

On constate que la 15-PGDH est exprimee dans les differents echantillons, avec une 

bande de PM caracteristique a 706 pb 



Exemple 3 

Clonaae a partir de fibroblastes de papilles dermiques 

Ont ete realisees, a partir de culture de fibroblastes de papilles dermiques de 

cheveux tel que decrit dans I'exempie 1 I'extraction, la purification des ARN 

messagers poly-A+ puis la synthese d'ADN complementaire (ADNc). 

Des couples d'amorces (synthetise par Genset) auxquels ont ete ajoutes des 

sequences codant pour des sites de restrictions ont ete choisis pour la 15-PGDH (n° 

d'accession Genbank = NMJD00860) 

a) Amorces pour la 15-PGDH 

5'-GGG GAT CCA TGC ACG TGA ACG GCA AAG TG-3' ; Amorce sens site BamH1 
(en gras) 

5 f -TCT CGA GAG CTG TTC ATT GGG T-3 1 ; Amorce anti-sens site Xho1 (en gras) 



b) Reaction de polymerisation en chaine (PCR) 
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Le protocole de PCR applique pour le clonage de la 15-PGDH reprend dans les 
grandes lignes celui decrits precedemment a la difference pres ci-dessous : 

La Taq Polymerase utiiisee selon les donnees du fabricant (Pfu Turbo r DNA 
Polymerase), Stratagene cloning systems, 11011 North Torrey Pines Road , La Jolla, 
CA 92037. 

Temperature d'hybridation 59°C, temps d 'elongation 2 min, 25 cycles au total pour la 
15-PGDH, amplimere attendu = 815 pb. 

c) Les produits de PCR sont digeres par les enzymes de restrictions (BamH1 ; Xho1 
pour la 15-PGDH) selon les donnees du fabricant (Amersham Pharmacia biotech, 12 
avenue des Tropiques, ZA Courtaboeuf, 91944 Les Ulis) puis mis a migrer 
individuellement sur un gel d'agarose a 1,3 % (voir exemple 1 ; 6. Lecture) 

d) Decoupe des bandes correspondantes aux amplimeres attendus (voir ac) a I'aide 
d'un scalpel (apres reperage sous ultra-violets) et purification de ces decoupes selon 
les recommandations du fabricant du kit Wizard' PCR Preps DNA Purification system 
(Promega Corporation, 2800 Woods Hollow Road, Madison, Wl 53711-5399). 

15-PGDH 

Ligation dans un vecteur pGEX 4T3 (Amersham Pharmacia biotech, 12 avenue des 
Tropiques, ZA Courtaboeuf, 91944 Les Ulis) prealablement digere (BamH1 /Xho1) et 
purifie, suivant les indications du fabricant du kit Fast-Link™ DNA ligation kit, 
Epicentre, 1202 Ann Street, Wl 53713. 

f) Transformations. 

Des bacteries competentes de type BL21DE3plys seront utilisees pour la 
transformation avec la construction (pGEX4T3/15-PGDH) f . Cette souche est 
commercialisee par la societe Stratagene. Les transformations sont realisees selon 
un protocole classiquement applique tel que decrit par exemple dans le kit Fast- 
Link™ DNA ligation precedemment utilise. Les bacteries infectees {clones) sont 
selectionnees (colonies blanches) apres depot et culture 24h00 a 37°C d'une fraction 
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de ces produits de transformations sur LB-Agar medium cojiee en boite de p6tri (L- 
2897, Sigma-Aldrich, Lisle D'Abeau Chesne, BP 701, 38297, Saint Quentin Fallavier) 
contenant 100 pg/ml d'ampicilline. 

g) Production de la 15-PGDH. 

Une colonie provenant de la boite de petri « transformation 1 5-PGDH » est prelevee 
et introduite dans 250 ml de milieu LB (L-3022, Sigma-Aldrich, Lisle D'Abeau 
Chesne, BP 701, 38297, Saint Quentin Fallavier) contenat 100 pg/ml d'ampicilline, le 
flacon est incub6 sous agitation 16h00 a 37°C. 

Apres 16h00, chacun des flacons est introduit dans un eiien contenant 2,5 L de milieu 
LB contenant 100 Hg/mi d'ampicilline. Ces deux erlens sont incub6s sous agitation a 
37°C pendant 3h00 a 4h00 G'usqu'a ce que la densite optique mesur6e a 630 nm soit 
comprise entre 0,6-0,9. 

Ajout d'isopropyl p-D thiogalactopyranoside (IPTG), (I6758, Sigma-Aldrich, L'isle 
D'Abeau Chesne, BP 701, 38297, Saint Quentin Fallavier) tel que la concentration 
finale titre 0,1 mM. 

Les erlens sont incubes 24h00 supplementaires sous agitation a temperature 
ambiante (20-25°C). 

Les cultures ainsi obtenues sont centrifugees (par fraction de 250 ml) a 5000 trs/min 
pendant 7 minutes, les culots sont repris avec 3 ml de tampon phosphate 10 mM pH 
= 7,00 (4°C) contenant un melange d'inhibiteurs de proteases (protease inhibitor 
cocktail set I 539131, Calbiochem-Novabiochem Corporation, 10394 Pacific center 
Court, San Diego, CA 92121). Les suspensions bacteriennes (regroup6es en 
fractions de 40 ml dans un tube en polypropylene) sont bloquSes dans la glace et 
soumis aux ultrasons (Vibra cell 20 kHz, 72434, Bioblock scientific, Pare d'innovation, 
BP111, 67403 lllkirch) la sonde etant plongee dans chaque tube 15 secondes (6 
chocs de 15 secondes par tube). Chaque tube est centrifuge a 4°C 16000 trs/minutes 
pendant 1 hOO . 

h) Purification de la 15-PGDH. 

Les surnageants sont recuperes et introduits dans un tube polypropylene contenant 1 
ml de GIuthatione-Sepharose r 4B (40 ml de surnageant pour 1 ml de Gluthatione- 
Sepharose f 4B) prealablement lavee selon les recommandations du fabricant 
(Amersham Pharmacia Biotech, 12 avenue des Tropiques, ZA Courtaboeuf, 91944 
Les Ulis). 
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Les tubes sont places verticaiement sur un agitateur rotatif, rotation 10 tours par 
minutes pendant 1h00 a la temperature de la piece (20-25°C), les. 
Les tubes sont centrifuges 1000 trs/min pendant 3 minutes, le surnageant est elimine 
Sont introduits dans chacun des tubes 40 ml d'un tampon phosphate 10 mM pH = 
7,00. Apr6s agitation douce (retournement) les tubes sont a nouveau centrifuges 3 
minutes a 1 000 trs/min. 

L'op6ration est realised 5 fois. Un sixieme lavage est realise avec 40 ml de tampon 
phosphate salin pH = 7,2 (PBS, Bio-Merieux S . 69280 Marcy-l'Etoile). Apres 
centrifugation le surnageant est a nouveau elimine. 

i) Elution de la 15-PGDH 

Une suspension de thrombin Protease est reconstitute a 1 unite/pl dans du PBS 
selon les recommandations du fabricant (Amersham Pharmacia Biotech, 12 avenue 
des Tropiques, ZA Courtaboeuf, 91944 Les Ulis). 

Sont introduits dans chaque tube contenant 1 ml de Gluthat*one-Sepharose r 4B, 950 
pi de PBS et 50 pi de suspension de thrombine reconstitute. Ceux-ci sont agites en 
position I6g6remment inclinee 16h00 a 250 trs/min. Apres 16h00 les tubes sont 
centrifuges a 3000 trs/min pendant 5min, les sumageants sont recueillis. 
Une Evaluation de la quantite de proteine est effectuee en suivant la procedure de 
dosage Bio-Rad DC Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, 2000 Alfred Nobel Dr, 
Hercules, CA 94547). 

Ainsi pour la 15-PGDH on obtient entre 0,2 et 5 mg de proteine par ml, 1 mg /ml le 
plus souvent. 

Les suspensions proteiques ainsi obtenues sont diluees respectivement dans du PBS 
additionne de 10% de glycerol et du PBS telle que les concentrations proteiques 
finales titrent 0,2 mg /ml pour la 15-PGDH La suspension est bloquee & -80°C 
jusqu'a utilisation. 

Des analyses electrophoreses (SDS-Page) realisees dans des conditions 
standards demontrent la qualite des r§sultats ainsi obtenus. 

Exemple 4 : Evaluation de Teffet de molecules sur ces enzymes et caracterisation de 
certaine farnille molecules comme inhibiteurs de la 15 PGDH. 

a) Test 15-PGDH. 
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L'enzyme obtenue est a la concentration de 0,3 mg/ml et bioquSe d - 80°C. Cette 
suspension est decongelee et stockee dans la glace. 

Preparation d'un tampon Tris 100 mM pH = 7,4 contenant 0,1 mM de dithiothreitol 

(D5545, Sigma-Aldrich, L'isle D'Abeau Chesne, BP 701, 38297, Saint Quentin 

Fallavier), 1,5 mM de p-NAD (N6522, Sigma-Aldrich, L'isle D'Abeau Chesne, BP 701, 

38297, Saint Quentin Fallavier), 50 de Prostaglandine E 2 (P4172, Sigma-Aldrich, 

L'isle D'Abeau Chesne, BP 701, 38297, Saint Quentin Fallavier). 

Dans la cuve d'un spectrophotomfetre (Perkin-Elmer, Lambda 2) thermostate a 37°C 

dont la longueur d'onde de mesure est reglee a 340 nm sont introduits 0,965 ml de 

ce tampon (pnSalablement porte a 37°C). 0,035 ml de suspension enzymatique $ 

37°C sont introduits dans la cuve concommitament a I'enregistrement (augmentation 

de la densite optique a 340 nm). 

La Vitesse maximale de reaction est relevee. 

Les valeurs essais (molecules) sont comparees a la valeur temoin (sans molecule), 
les resultats sont exprimes en % de la valeur temoin. 

Les resultats obtenus pour les molecules A et B sont les suivants: 



a 50 uM 


% Inhibition 15-PGDH 


Molecule A 


43 


Molecule B 


57 
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REVENDICATIONS 

1- Utilisation cTau moins un inhibiteur de la 15 hydroxy-prostaglandine deshydrogenase 
dans une composition ou pour la preparation d'une composition destinee a favoriser 
la pigmentation de la peau ou des phaneres. 

2- Utilisation d'au moins un inhibiteur de la 15 hydroxy-prostaglandine deshydrogenase 
selon la revendication 1 caracteris6e en ce que la composition est destinee & une 
administration par voie topique. 

3- Utilisation d'au moins un inhibiteur de la 15 hydroxy-prostaglandine deshydrogenase 
selon Tune des revendications 1 ou 2, caract6risee en ce que I'inhibiteur de 15 
hydroxy-prostaglandine dehydrogenase est encapsule dans une structure choisie 
parmi les microspheres, les nanospheres, les oI6osomes et les nanocapsules. 

4- Utilisation non therapeutique d'une composition cosmetique contenant au moins un 
inhibiteur de la 15 hydroxy-prostaglandine deshydrogenase pour le traitement de la 
canitie. 

5- Utilisation selon I'une des revendications 1 a 4 caracterisee en ce que la composition 
contient en outre au moins un agent favorisant la pigmentation des cheveux et/ou des 
poils different d'un inhibiteur de la 15 hydroxy-prostaglandine deshydrogenase. 

6- Utilisation selon Tune des revendications 1 a 5, caracterisee en ce que la composition 
contient en outre au moins un agent accelerateur de penetration. 

7- Utilisation selon Tune des revendications 1 a 6, caracterise en ce que la composition 
contient en outre au moins une prostaglandine ou un derive de prostaglandine. 

8- Utilisation selon la revendication 7, caracterise en ce que la composition contient en 
outre au moins un compose choisi parmi la prostaglandine PGE1, PGE2, leurs sels, 
leurs esters, leurs analogues et leurs derives, les agonistes du recepteur de la 
prostaglandine F2 alpha (FP-R) notamment le latanoprost, le fluprostenol, le 
cloprostenol, le travoprost , le bimatoprost les agonistes des recepteurs de la 
prostaglandine E2 (EP1-R, EP2-R, EP3-R, EP4-R) tel le 17 phenyle PGE2, le 
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viprostol, le butaprost, le misoprostol, le sulprostone, le 16,16 dimethyle PGE2, 11 
desoxy-PGE1, le 1 desoxy PGE1, les agonistes et leurs esters du r6cepteur de la 
prostacycline (IP) tel le cicaprost, I'iloprost, I'isopcarbacycline, le beraprost, les 
agonistes et leurs esters du recepteur de la prostaglandine D2 tel le BW245C ((4S)- 
(3-[(3R,S)-3-cyclohexyl-3-isopropyl]-2,5-dioxo)4-imidazolidineheptanolc acid), le 
((4R)-(3-[(3R,S)-3-cyclohexy!-3-isopropyI]-2,5-dioxo)4-imidazolidineheptanoic acid), 
les agonistes du rScepteur aux thromboxanes A2 (TP) tel le l-BOP ([1S-[1a,2a(Z), 
3b(1E,3S),4a]]-7-[3-[3-hydroxy-4-[4-(iodophenoxy)-1-butenyl]-7- 
oxabicyclo[2.2.1]hept-2-yl]-5-heptenoic acid, les precurseurs de ces composes, leurs 
esters et leurs derives. 

9- Utilisation selon I'une des revendications 1 a 8, caracterisee en ce que I'inhibiteur de 
15 hydroxy-prostaglandine deshydrogenase est choisi parmi le traxanox, ses sels et 
ses esters, le nafazatrom, les sulfasalazines, le PhCL28A, ou les thiazolidinediones. 

10- Utilisation selon I'une des revendications 1 a 8 caracterisee en ce que Hnhibiteur de 
15 hydroxy-prostaglandine deshydrogenase est peu ou pas inhibiteur de la 
prostaglandine synthase. 

1 1- Utilisation selon ia revendication 10, caracterisee en ce que I'inhibiteur de 15 hydroxy- 
prostaglandine deshydrogenase est choisi parmi les molecules suivantes: 

Molecule A: 
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12- Utilisation selon I'une des revendications 2 a 11, caract6ris6e en ce que la 
composition comprend un milieu cosmetologiquement acceptable constitue d'eau ou 
d'un melange d'eau et d'au moins un solvant choisi parmi les solvants organiques 
hydrophiles, les solvants organiques lipophiles, les solvants organiques amphiphiles 
et leurs melanges. 

13- Utilisation selon Tune des revendications 1 & 12, caracteris6e en ce que I'inhibiteur de 
15 hydroxy-prostaglandine dehydrogenase est present dans la composition a une 
concentration comprise entre 0,001% et 5% p/v. 

14- Proc6d6 cosm6tique pour favoriser la pigmentation de la peau, des poils et/ou des 
cheveux, caracterise en ce que Ton applique sur la peau et/ou le cuir chevelu au 
moins un inhibiteur de 15 hydroxy-prostaglandine dehydrogenase, ou une 
composition telle que definie dans Tune des revendications pr6c6dentes. 

15- Composition susceptible d'etre utilisee selon Tune des revendications 1 a 13 
caracterisee en ce qu'elle contient au moins un inhibiteur de la 15 hydroxy- 
prostaglandine dehydrogenase et un agent favorisant la pigmentation de la peau , 
des cheveux et/ou des poils. 
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15-PGDH 
(706 pb) 
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